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A produção e uso de corantes representam números relevantes no mundo e no Brasil. 
Efeitos ecotoxicológicos desses compostos, especialmente frente a organismos estuarinos e 
marinhos são ainda pouco explorados. Neste estudo avaliou-se a toxicidade dos azo corantes C.I. 
Disperse Red 1 e C.I. Disperse Red 13 para o copépodo estuarino Nitokra sp. avaliando efeitos 
adversos como a imobilidade e o sucesso de eclosão dos ovos antes e após tratamento 
fotoeletroquímico. Os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 apresentaram toxicidade para o 
teste de imobilidade com concentração efetiva CE50(96h) de 0,3 a 2,1 mg.L
-1 
(n=4) e 1,5 mg.L
-1
 
(n=2), respectivamente. As concentrações que causaram efeitos adversos na taxa de eclosão de 
ovos foram maiores ou próximas à CE50 de imobilidade, demonstrando que esse endpoint não foi 
mais sensível como esperado. Testes realizados após o tratamento fotoeletroquímico dos mesmos 
corantes mostraram que a toxicidade tanto no teste de imobilidade quando no teste de sucesso de 
eclosão de ovos foi reduzida. Esse tratamento mostra-se promissor para o tratamento desses 
compostos, porém, cabe ressaltar que a utilização de sal para o tratamento é interferente e causa 














Production and use of dyes represent relevant numbers in the world and in Brazil. 
Ecotoxicological effects of these compounds, especially to estuarine and marine organisms are 
unknown. This study evaluated the toxicity of the azo dye CI Disperse Red 1 and CI Disperse 
Red 13 to an estuarine copepod Nitokra sp. evaluating adverse effects measured as immobility 
and egg hatching success before and after photoelectrochemical treatment. Both dyes Disperse 
Red 1 and Disperse Red 13 were toxic with immobility effective concentration EC50 (96h) in the 
range of 0.3 to 2.1 mg.L
-1
 (n= 4) and 1.5 mg.L
-1
 (n= 2), respectively. The concentrations that 
caused adverse effects on the success of eggs hatching were higher or close to the EC50 
immobility, demonstrating that this is not the most sensitive endpoint as expected. Tests 
performed after photoelectrochemical treatment showed that the toxicity of   both tests was 
reduced. This treatment shows promise for the treatment of these compounds, however, it is 
worth noting that the use of salt for treatment is interfering and cause toxicity when discarded or 
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Os corantes, naturais e sintéticos, são usados em exaustão muito antes de se pensar na 
toxicidade desses compostos. Seu uso, criação e aplicação remetem aos primórdios da sociedade, 
porém, assim como outros compostos, os corantes, principalmente sintéticos, revelaram seu 
potencial em causar toxicidade e mutagenicidade. Corantes já foram encontrados em mananciais 
de água, sua ocorrência no ambiente deve-se primariamente às grandes quantidades perdidas 
durante o processo de tingimento.  
Efluentes provenientes da indústria têxtil, contendo corantes, são foco de muitos estudos 
para tratamento e degradação dada a elevada complexidade para degradar esses compostos 
(BERGSTEN-TORRALBA et al., 2009; BAFANA et al., 2011). Os efluentes quando tratados 
para a remoção da cor e toxicidade, podem tornar-se mais tóxicos dependendo da metodologia 
empregada.  
Os testes mais comumente empregados para a avaliação da toxicidade são com organismos 
de água doce, notadamente microcrustáceos e algas, mas o emprego de organismos marinhos no 
caso dos despejos ocorrerem em áreas estuarinas e salinas se faz necessário.  
São poucos os trabalhos que utilizaram organismos marinhos na avaliação da toxicidade de 
corantes (NOVOTNÝ et al., 2006; FERRAZ et al., 2011).  O método mais utilizado é com 
bactéria luminescente (Vibrio fischeri), mas testes com outros níveis tróficos são necessários para 




2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
2.1 Testes de toxicidade com copépodos marinhos 
 
A costa brasileira possui mais de 7000 km de extensão, densa aglomeração urbana, grande 
diversidade biológica e alta relevância econômica. Porém, sofre com a falta de modelos para 
avaliar a toxicidade de seus ambientes marinhos. Os principais representantes de ambientes 
marinhos são os crustáceos, entre eles com grande diversidade destaca-se a subclasse dos 
copépodos, que compõem o principal elo entre o fitoplâncton e os níveis tróficos superiores 
(RAISSUDIN et al., 2007). Os copépodos são provavelmente os organismos multicelulares mais 
numerosos no mundo e há uma estimativa de que apenas 15% das espécies são conhecidas até o 
momento (MAUCHLINE, 1998). Estes organismos estão subdivididos em dez ordens, sendo as 
mais conhecidas: Harpacticoida, Calanoida e Cyclopoida. Os harpacticóides são 
predominantemente marinhos e bentônicos, e vivem associados ao sedimento, diferindo das 
outras ordens em que a maioria das espécies é planctônica.  
Copépodos harpacticóides tem representantes de espécies marinhas, de água doce e 
estuarinas com tolerância a diferentes salinidades, possuem um ciclo de vida aproximado de 3-4 
semanas, fazem um importante elo na cadeia alimentar, são abundantes, possuem 12 estágios 
pós-embrionários distintos (Figura 1), e são sexualmente dimorfos (LOTUFO & ABESSA, 2002; 
RAISUDDIN et al., 2007). Estudos demonstraram que esses organismos são sensíveis, 
garantindo seu uso em testes de toxicidade, sendo por vezes mais sensíveis que outros 
organismos marinhos (BEJARANO et al., 2006; GREENSTEIN et al., 2008; ARAUJO et al., 




Figura1. Diferentes estágios pós-embrionários do copépodo harpacticóide Tigriopus japonicus. 
N1-N6 estágios de náuplios, C1-C5 estágios de copepoditos, e adultos de copépodos (SEO et al., 
2006). 
 
Copépodos tem sido utilizados na avaliação da toxicidade de sedimentos (LOTUFO, 1998; 
HACK et al., 2008) e poluentes diversos (BEJARANO et al., 2005). Algumas espécies são 
utilizadas em testes de ciclo de vida, seguindo norma padronizada pela ASTM E 2317 (2004), 
que avaliam efeitos como sucesso de reprodução e desenvolvimento (KOVATCH et al., 1999; 
BREITHOLTZ et al., 2003). Buscando endpoints mais sensíveis, para garantir não só a 
sobrevivência, mas também a prosperidade dos organismos, e testes com menor tempo de 
duração, já existem estudos que buscam etapas mais sensíveis do ciclo de vida do organismo, 
como testes com embriões (GORBI et al., 2012), testes que avaliam se as substâncias são capazes 
de comprometer o sucesso de eclosão dos ovos (MIRALTO et al., 2003; NIPPER et al., 2005), ou 
indução e detecção de biomarcadores de efeito como apoptose em copépodos (BUTTINO et al., 
2011a,b). 
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No Brasil, testes com copépodos já são utilizados para avaliação da toxicidade. O copépodo 
Acartia tonsa foi utilizado para compreender mecanismos de toxicidade de metais como a prata e 
o cobre (PEDROSO et al. 2007; PINHO & BIANCHINI, 2010). Tisbe biminiensis foi citado 
como um organismo promissor em estudos ecotoxicológicos (ARAUJO-CASTRO et al., 2009).   
Ainda no Brasil, foi encontrada uma espécie nativa de Nitokra sp., muito provavelmente 
uma espécie nova ainda não descrita (Lotufo, comunicação pessoal). Nitokra sp.  é um copépodo 
harpacticóide estuarino, coletado na região entre marés de manguezais na região de Cananéia, no 
litoral sul do Estado de São Paulo (Figura 2) (ZARONI, 2006). Esse organismo é usado em 
diferentes laboratórios no Brasil e devido o seu habitat estuarino é capaz de viver em uma extensa 
faixa de salinidade (5 a 30). Lotufo & Abessa (2002) propuseram um método para avaliação de 
toxicidade com Nitokra sp.. ZARONI (2006) utilizou o mesmo copépodo para avaliar a 
toxicidade dos sedimentos marinhos e estuarinos no município de Bertioga-SP. Souza et al. 
(2012) avaliaram a sensibilidade de Nitokra sp. com dicromato de potássio e amônia,  uma carta-
controle foi elaborada com dicromato de potássio e a LC(50) média foi de 21,7 mg.L
-1
. Os 
resultados demonstraram sensibilidade às substâncias testadas e reprodutibilidade nos testes.  
Dada as fáceis condições de cultivo, a possibilidade de usar em diferentes salinidades, a 
sensibilidade relatada em outros trabalhos, Nitokra sp. parece uma alternativa promissora para 
testes de toxicidade com amostras marinhas e estuarinas. 
 
 






2.2 Corantes têxteis  
 
Corantes são compostos orgânicos coloridos que absorvem luz na região do visível e 
podem se conectar fortemente à fibra em decorrência de ligações químicas e físicas entre o grupo 
do corante e o grupo da fibra (IQBAL, 2008). Normalmente são utilizados em soluções para fixar 
e dar coloração aos mais diversos materiais (tecido, cabelo, couro, entre outros). Cor e corante 
sempre desempenharam um papel fundamental na sociedade, a preparação de cores e tingimento 
de tecidos remontam à Antiguidade (IQBAL, 2008). Seu uso deu-se inicialmente com os corantes 
naturais, oriundos de plantas e alguns animais, e aplicados principalmente para a coloração de 
tecidos. Posteriormente, os corantes sintéticos foram criados e rapidamente difundidos devido à 
introdução de novas fibras, aplicações e distintos usos, podendo ser encontrados em tintas, 
produtos cosméticos, alimentos e na medicina (HUNGER, 2002; BAFANA et al., 2011). 
 Os corantes são classificados de acordo com sua estrutura química ou pelo seu uso e 
aplicação. Os corantes dispersos são de baixa solubilidade em água e usados predominantemente 
em fibras hidrofóbicas como o poliéster. Entre eles destacam-se os azo corantes que representam 
mais da metade dos corantes comerciais e caracterizam-se pela presença de pelo menos um 
grupamento azo (N=N). O sucesso de seu emprego dá-se predominantemente pelo grande 
número de combinações moleculares que podem ser geradas e pela facilidade do processo em que 
ele pode ser produzido (HUNGER, 2002).  
A aplicação de corantes é predominante na indústria têxtil, uma vez que cada fibra requer 
produtos com características específicas para dar a coloração (GUARATINI & ZANONI, 1999). 
Durante esse processo, resíduos de corantes são descartados, e geralmente aqueles de baixa 
degradabilidade passam pelo tratamento e podem ser encontrados no ambiente (WANG et al., 
2002).  Alguns corantes foram relacionados a atividades mutagênicas em manancial no Estado de 
São Paulo (UMBUZEIRO et al., 2005), podendo inclusive impactar a água para consumo 
humano (ALVES DE LIMA et al., 2007) e lodo de esgoto (UMBUZEIRO et al., 2004).  
Uma vez no ambiente esses resíduos podem causar efeitos a diversos organismos, pois 
corantes são geralmente tóxicos e mutagênicos, tendo sua toxicidade atribuída principalmente aos 
seus produtos de degradação (BAFANA, 2011). Por isso há uma crescente preocupação com os 
efeitos que possam ser causados por esses compostos no ambiente e nos organismos 
representantes daquele sistema. 
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Alguns estudos foram realizados avaliando efeitos de corantes com diferentes espécies, e 
estão sintetizados no Quadro 1.  
Quadro 1. Espécies aquáticas utilizados para avaliação de corantes 
Espécie  Referência 
Vibrio fischeri  Bactéria Wang et al. (2002) 
Vibrio fischeri Bactéria  Gottlieb et al. (2003) 
Vibrio fischeri Bactéria  Wang et al. (2003) 
Vibrio fischeri  Bactéria  Novotný et al. (2006) 
Vibrio fischeri Bactéria  Osugi et al. (2006) 
Vibrio fischeri Bactéria Garcia-Montaño et al. (2008) 
Vibrio fischeri Bactéria  Ferraz et al. (2011) 
Tetrahymena pyriformis Protozoário  Novotný et al. (2006) 
Pseudokircheneriella subcapitata Alga  Novotný et al. (2006) 
Chlorella sp. Alga  Vinitnantharat et al. (2008) 
Daphnia pulex Microcrustáceo Walthall & Stark (1999) 
Daphnia pulex Microcrustáceo Bergsten-Torralba et al. (2009) 
Daphnia magna Microcrustáceo Bae et al. (2006) 
Daphnia magna Microcrustáceo Bae & Freeman (2007a,b) 
Daphnia magna Microcrustáceo Liu et al. (2007) 
Daphnia magna Microcrustáceo Verma (2008) 
Daphnia magna Microcrustáceo Immich et al. (2009) 
Daphnia magna Microcrustáceo Silva et al. (2012) 
Daphnia similis Microcrustáceo Ferraz et al. (2010) 
Daphnia similis Microcrustáceo Ferraz et al. (2011) 
Daphnia similis Microcrustáceo Vacchi et al. (2013) 
Moina macrocopa Microcrustáceo Wong et al. (2006) 
Moina macrocopa Microcrustáceo Vinitnantharat et al. (2008) 
Artemia salina Microcrustáceo Ayed et al. (2011) 
Xenopus laevis Sapo (larva) Birhanli & Ozmen (2005) 
Hydra attenuata Cnidário Vacchi et al. (2013) 
Brachydanio rerio Peixe Liu et al. (2007) 
Carassius auratus Peixe Liu et al. (2007) 
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A utilização do teste com bactérias e microcrustáceos é predominante, sendo o Vibrio 
fischeri e a Artemia salina os únicos representantes de ambientes aquáticos utilizados para a 
avaliação da toxicidade de amostras marinhas de corantes na literatura pesquisada.  
Entre os estudos citados destaca-se a elevada toxicidade dos corantes azóicos Disperse Red 
1 e Disperse Red 13 avaliados por Ferraz et al. (2010) em que a CE50(48h) para Daphnia similis 




, respectivamente, resultado classificado como muito tóxico para 
a vida aquática, segundo o Global Harmonization System (GHS) (GHS, 2005).  
Os corante Disperse Red 1 e Disperse Red 13 além de serem bastante tóxicos para 
organismos aquáticos demonstraram ser mutagênicos no teste de Salmonella/microssoma 
(FERRAZ et al., 2010). Esse mesmo potencial foi relatado com os produtos formados após 
processos de oxidação e redução do Disperse Red 1, simulando uma biotransformação hepática 
(CHEQUER et al., 2011). Oliveira et al. (2010) avaliaram a eficiência de um processo de 
cloração convencional para remover a mutagenicidade do Disperse Red 1 e verificaram que o 
tratamento não foi eficiente. Porém, o tratamento fotoeletrocatalítico, com o mesmo corante, foi 
capaz de remover a atividade mutagênica, sendo um tratamento promissor para azo corantes 
(OSUGI et al., 2009).  
Os corantes comerciais, como comumente são comercializados para emprego na indústria, 
são produtos com diferentes formulações e normalmente possuem agentes dispersantes e outros 
corantes provenientes da síntese. Vacchi et al. (2013) caracterizaram e testaram os diferentes 
componentes do corante Disperse Red 1 em sua forma comercial e verificaram, após testar o 
agente dispersante e os outros componentes do produto, que a toxicidade era causada pelo corante 
principal, o Disperse Red 1, pelo menos para D. similis.  Esse mesmo produto comercial foi 
clorado, mimetizando um processo convencional de tratamento de água residuárias, e o produto 
formado apesar de menos tóxico para D. similis, foi mais tóxico para Hydra attenuata e mais 
mutagênico no teste de Salmonella/microssoma. 
A avaliação da toxicidade dos corantes é um dos passos para promover a proteção da vida 
aquática. E quanto maior e mais consistentes forem os dados disponíveis mais fácil a tomada de 
medidas de controle e prevenção. Vacchi (2012) utilizou vários testes e organismos, de diferentes 
níveis tróficos, para avaliar a toxicidade do corante comercial Disperse Red 1 (Quadro 2). Devido 
às diferenças de sensibilidade entre os organismos e, os endpoints avaliados a toxicidade variou 
bastante sendo a alga (Pseudokirchneriella subcapitata) e os microcrustáceos (D. similis e C. 
8 
dubia) os organismos mais sensíveis para esse composto. Não foram encontrados na literatura 
estudos que utilizaram organismos marinhos na avaliação da toxicidade dos corantes Disperse 
Red 1 e Disperse Red 13.  
 
Quadro 2. Toxicidade do corante comercial Disperse Red 1 à diferentes espécies aquáticas 
(VACCHI, 2012;  VACCHI et al., 2012)  







inibição do crescimento - CENO 72 h 0,10 
Daphnia similis letalidade - CL50 48 h  0,13 
Daphnia magna letalidade - CL50 48 h  0,58 
Ceriodaphnia silvestrii letalidade - CL50 48 h  0,78 
Ceriodaphnia dubia letalidade - CL50 48 h  0,48 
Ceriodaphnia dubia  inibição da reprodução - CENO 8 d  0,10 
Danio rerio Larva - letalidade - CL50 96h  >50 
 
 Adulto - CL50 96h  >100 
Girardia tigrina Jovem - letalidade - CL50 96h  79 
 
Adulto - CL50 96h  154 
Hydra attenuata inibição da reprodução - CENO 7 d  1,0 
 






2.3 Tratamento fotoeletroquímico de corantes 
 
A indústria têxtil é uma das maiores geradoras de efluentes e não só os grandes volumes 
preocupam do ponto de vista ambiental. Os efluentes gerados, principalmente durante o processo 
de tingimento, caracterizam-se por altos valores de carbono orgânico total (COT), baixa demanda 
bioquímica de oxigênio (DBO), sólidos suspensos, salinidade, coloração, variações de pH e a 
presença de compostos recalcitrantes como os azo corantes (SOLÍS et al., 2012).  
Essas características além de causar danos ao ambiente tornam o tratamento desses 
efluentes um desafio. Muitos são os métodos conhecidos e aplicados para o tratamento desses 
efluentes: biodegradação, degradação química (O3 ou Cl2) e métodos físicos, como a filtração 
(CATANHO et al., 2006a). Esses processos normalmente envolvem a produção de grandes 
quantidades de resíduos sólidos, necessitam de grandes áreas, rígido controle e alto custo. Ou 
ainda, são capazes de produzir compostos mais perigosos, como é o caso de produtos de 
desinfecção com cloro, e por isso devem ser evitados (OSUGI et al., 2009; VACCHI et al., 
2013). 
Atualmente os tratamentos baseados nos processos oxidativos avançados (POA) tem obtido 
sucesso e são apontados como alternativas promissoras no tratamento de compostos orgânicos. O 
processo para degradar contaminantes orgânicos tem como objetivo a geração da hidroxila 
radicalar, espécie não seletiva e altamente oxidante que é capaz de promover a mineralização de 
substâncias orgânicas. Esse radical tem um potencial oxidativo maior do que alguns fortes 
oxidantes como ozônio, peróxido de hidrogênio e cloro (COSTA, 2009).  
Entre os processos oxidativos avançados o tratamento fotoeletroquímico tem sido apontado 
como uma opção para o tratamento de corantes (OSUGI et al., 2006). Esse tratamento consiste na 
utilização de um substrato foto sensível (semicondutor) empregado como catalisador, que quando 
submetido à radiação UV com um comprimento de onda adequado para superar sua energia de 
bandgap (energia necessária para que o elétron passe da banda de valência para a banda de 
condução) formando um par elétron/lacuna através da promoção de um elétron da banda de 
valência para a banda de condução. Essas lacunas podem oxidar as moléculas de água adsorvidas 
no semicondutor ou oxidar diretamente os contaminantes orgânicos por transferência de carga 
(CATANHO et al., 2006b; COSTA, 2009).  
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Catanho et al. (2006b) tratou três diferentes corantes remazol e mostrou que o tratamento 
fotoeletroquímico foi capaz de remover a coloração em 90 minutos. Osugi et al. (2006) removeu 
100% da coloração do corante Remazol Turquoise Blue 15 com 3 horas de tratamento, mas ao 
final deste houve um aumento na toxicidade para o Vibrio fischeri.  
Os corantes dispersos Orange 1, Red 1 e Red 13 foram tratados por processo 
fotoeletroquímico e com 1 hora de tratamento obteve-se total descoloração e completa redução da 
atividade mutagênica (OSUGI et al., 2009).  
Embora o tratamento fotoeletroquímico esteja em evidência e está sendo apontado como 
um tratamento promissor para compostos recalcitrantes pouco é sabido sobre a toxicidade dos 
produtos formados durante o tratamento (OSUGI et al., 2006). Como na realização deste 
tratamento é indispensável à utilização de sais, geralmente NaCl e Na2SO4, como eletrólitos de 
suporte para garantir a eficiência do tratamento (OLIVEIRA, 2008), a utilização de organismos 
marinhos é uma opção ideal para avaliações posteriores a esses tratamentos. A adição de sais 
nesses efluentes, se descartados em ambientes de água doce, podem causar toxicidade para os 






Avaliação da toxicidade dos azo corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 antes e após 
tratamento fotoeletroquímico através de testes de toxicidade com o copépodo marinho Nitokra  




4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 4.1 Compostos químicos  
 
O corante comercial Disperse Red 1 foi adquirido da empresa PCIL® – Produtos Químicos 
para Indústrias LTDA e tem como produto principal o corante CI Disperse Red 1 (N-Ethyl-N (2-
hydroxyethyl)-4-(4-nitrophenylazo) aniline; CAS number 2872- 52-8. O produto comercial foi 
caracterizado por Vacchi et al. (2013), contém 61% do corante principal,  20% de sufactante, 























Tabela 1. Componentes do corante comercial Disperse Red 1 (VACCHI et al., 2013) 
Composto Fórmula estrutural Porcentagem em massa em 






















































Vacchi et al. (2013) concluíram que a fração principal, representada pelo corante Disperse 
Red 1, foi a maior contribuinte do produto comercial para a toxicidade de organismos aquáticos. 
 O corante Disperse Red 13 foi adquirido da Sigma Aldrich® (produto padrão- pureza de 
25%) cuja formula é 2-[4-(2-Chloro-4-nitrophenylazo)-N-ethylphenylamino]ethanol; CAS 
14 
number 3180-81-2 (Figura 3). O Disperse Red 13 difere do Disperse Red 1 por possuir um átomo 
de cloro na sua estrutura. 
O preparo das soluções estoque dos corantes foi realizado em água ultrapura (Milli-Q 
Academic Millipore
TM
, Billerica, MA, USA) e, posteriormente foi diluída em água salina, de 
modo que não afetasse a salinidade das amostras, não ultrapassando 10% do volume da solução 
teste na maior concentração.  
 
  
Figura 3. Estrutura química do Disperse Red 13. 
 
4.2 Testes de toxicidade 
 
 4.2.1 Origem, Manutenção e Monitoramento da sensibilidade da cultura de Nitokra 
sp. 
 
Os organismos foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Eduinetty Ceci P. M. de Sousa 
do Instituto Oceanográfico da Universidade de São Paulo em 2009, e desde então são cultivados 
no Laboratório de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental “Prof. Abílio Lopes” - LEAL.  
Os organismos foram cultivados de acordo com o método proposto por Lotufo & Abessa 
(2002) com pequenas modificações. Os organismos foram mantidos em temperatura constante de 
24 ±1 
o
C e fotoperíodo de 12h claro: 12h escuro, cultivados em erlenmeyers de 500 e 1000 mL 
tampados com gaze e algodão, alimentados com ração de peixe TETRAMIN® fermentada 
(ABNT, 2004) duas vezes por semana. Os copépodos foram cultivados em diferentes salinidades 
(5, 10 e 20) em água do mar reconstituída (Red Sea Salt Coral Pro®) e trocas parciais de água 
foram realizadas periodicamente.  
O sulfato de zinco P.A (ZnSO4. 7H2O - Ecibra®) foi utilizado como substância de 
referência nos testes de imobilidade e sucesso de eclosão. As soluções foram preparadas com 
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água salina reconstituída - água deionizada e sal marinho (Red Sea Salt Coral Pro®). A 
salinidade escolhida para os testes foi de 20, água salobra que fica mais próxima às condições de 
estuário.   
Os testes foram realizados conforme Lotufo & Abessa (2002), com algumas modificações. 
Copépodos adultos foram expostos às diferentes concentrações da substância de referência, em 
triplicata, 10 organismos e 5 mL por réplica, por 96 h em condições estáticas, em microplacas 
multiescavadas. A imobilidade dos organismos foi registrada ao final do teste e a concentração 
efetiva 50 (CE50) foi calculada através do método de Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON 




4.2.2 Testes de toxicidade - avaliação da imobilidade  
 
A dispersão da solução estoque sempre em água ultrapura (Milli-Q Academic 
Millipore
TM
,Billerica, MA, USA) e as concentrações utilizadas no teste foram diluídas 
posteriormente em água salina, na salinidade adequada para os organismos, de modo que a 
diluição não alterasse a salinidade da água. Como o organismo utilizado neste estudo tolera e é 
cultivado em diferentes salinidades, optou-se por realizar testes de toxicidade em salinidade 20, 
característica de ambientes estuarinos.  
As condições do teste estão descritas na Tabela 2. O teste tem como endpoint a imobilidade 
dos organismos, que é verificada ao final do teste com o auxilio de um microscópio 
estereoscópico e a CE50(96h) é calculada através do programa estatístico Trimmed Spearman-
Karber (HAMILTON et al., 1977). Os testes foram considerados válidos quando não houve 








Tabela 2. Resumo das condições utilizadas no teste de imobilidade com Nitokra sp.  
Parâmetro Condição empregada 
Volume de amostra 5 mL por réplica 
N
o 




Tempo de exposição 96 h 
Fotoperíodo 12-12h 
Idade organismos Adultos 
Réplicas No mínino 3 
Endpoint Imobilidade 
Tipo de teste Estático 
 
 4.2.3 Testes de toxicidade – sucesso de eclosão de ovos  
 
Os testes de sucesso de eclosão de ovos foram realizados baseados em Lotufo & Abessa 
(2002) e Nipper et al. (2005). As soluções preparadas para o teste foram feitas em água ultrapura, 
e depois realizadas sucessivas diluições em água salina, de modo que não alterasse a salinidade 
das amostras. Os testes foram realizados com 2 mL de solução  em placas multiescavadas (24 
poços), dez réplicas, uma fêmea ovada por réplica, o período de exposição foi de 96 horas, 
temperatura de 24ºC ± 1 e foto período de 12h luz-12h escuro. As condições do teste estão 
descritas na Tabela 3.  
O teste teve como endpoints a sobrevivência de fêmeas adultas e o sucesso de eclosão de 
ovos. Ao final do teste o número de fêmeas sobreviventes e o número de náuplios nascidos por 
réplica foram registrados com ajuda de um microscópio estereoscópico. Os dados de 
sobrevivência das fêmeas foram analisados com o programa Trimmed Spearman-Karber 
(HAMILTON et al., 1977) e calculada a CE50(96h). 
Os resultados dos testes de eclosão foram analisados tpelo programa InStat versão 3.0 que 
comparou o nascimento de náuplios das fêmeas de Nitokra sp. entre o controle e as 
concentrações, através dos métodos ANOVA e pós-teste de Dunnett (p<0,05).  Os resultados 
foram expressos em concentração de efeito observado (CEO) e foram considerados válidos 
quando não houve imobilidade superior a 10% no controle.  
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Tabela 3. Resumo das condições utilizadas no teste de sucesso de eclosão com Nitokra sp.  
Parâmetro Condição empregada 
Volume de amostra 2 mL 
N
o
 organismos 1 por réplica 
Temperatura 24 ±1 
o
C 
Tempo de exposição 96h 
Fotoperíodo 12-12h 
Idade organismos Fêmeas ovadas 
N
o
 de réplicas 10 
Endpoint Imobilidade e sucesso de eclosão 
Tipo de teste Estático 
 
 
4.4 Tratamento fotoeletroquímico 
 
O tratamento fotoeletroquímico foi realizado no Departamento de Química Analítica do 
Instituto de Química da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus de 
Araraquara, sob a supervisão da Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni. 
O tratamento foi realizado em um reator de 250 mL equipado com água refrigerada usando 
um banho ultra-termostático (Nova Técnica, Brasil) (Figura 4). Na célula foi colocado um 
eletrodo de trabalho composto por matrizes de nanotubos de titânio auto-organizados. Utilizou-se 
Ag/AgCl KCl 3M como eletrodo de referência, uma placa de titânio revestida com uma camada 
de cloreto de rutênio como eletrodo auxiliar e como eletrólito foi utilizado Na2SO4-0,1M. A área 
foto-ativa do eletrodo (TiO2) era 25 cm
2
 e foi iluminado com uma fonte de radiação UV de 125 
W.  
As soluções tinham concentração inicial de 20 mg.L
-1
 e foram acidificadas em meio de 
ácido sulfúrico para o pH=2. A solução foi colocada no reator e o processo deu-se com a 
utilização de um agitador magnético posicionado sob o reator. A corrente utilizada foi de 1,0 V e 
o tempo de tratamento foi de 2 horas em um potenciostato/galvanostato (modelo PAR 263).  
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A concentração do corante na solução foi monitorada pelas medidas de absorbância de 
amostras em tempos controlados usando o Espectrofotômetro Hewlett Packard 8453.    
 
 
Figura 4. Esquema do reator fotoeletroquímico utilizado nos tratamentos dos corantes (Adaptado 
de LUCAS et al., 2008).  
 
4.5 Gerenciamento dos resíduos gerados 
  
Os resíduos gerados durante o preparo das soluções e dos testes de toxicidade foram 











5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
   
 
5.1 Avaliação da sensibilidade de Nitokra sp. - imobilidade com substância 
de referência 
 
Periodicamente, foram realizados testes de imobilidade com substância de referência desde 
2010 para acompanhamento da sensibilidade da cultura de Nitokra sp.. Uma carta-controle foi 
elaborada com os resultados obtidos (Figura 5). A média foi apresentada na parte central do 
gráfico e os limites superiores e inferiores foram apresentados pela linha tracejada e representam 





(n=19). Como pode ser observado não houve resultados acima ou abaixo de dois desvios, 
indicando que a sensibilidade da cultura se manteve estável durante o período. Os dados podem 
ser encontrados no Apêndice A.  
 
Figura 5. Carta-controle do Nitokra sp. CE50(96h), resultados expressos em Zn. Média 
representada pela linha contínua e limites superiores e inferiores a dois desvios padrões pela linha 
tracejada. 
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5.2 Teste de toxicidade – avaliação da imobilidade  
 
5.2.1 Disperse Red 1  
 
Testes preliminares com o corante Disperse Red 1 demonstraram que a dispersão do 
corante em água salina era baixa.  Algumas tentativas de dispersão com ultrasom e a utilização de 
diferentes salinidades foram realizadas, mas o resultado também não foi satisfatório. Optou-se 
por preparar a dispersão da solução estoque em água ultrapura (MilliQ®) e as diluições 
sucessivas em água salina, sendo que a solução estoque não ultrapassou 10% do volume na 
solução teste mais alta. Portanto, todos os testes com corante foram realizados nessa condição. 
 Com o corante Disperse Red 1 foram realizados quatro testes de toxidade para determinar 
a CE50, esses resultados estão apresentados na Tabela 4. Os dados brutos podem ser encontrados 
no APÊNDICE B. 
 
Tabela 4. Valores de CE50 e intervalos de confiança obtidos nos testes de imobilidade com 




1 0,92 (0,24-3,54) 
2 0,30 (0,20-0,40) 
3 2,07 (1,61-2,67) 
4 1,18 (0,64-2,18) 
  
Mesmo utilizando a água ultrapura para o preparo da solução estoque, era possível observar 
ao final do teste (após 96h), corante precipitado no fundo do recipiente. Sugere-se que as 
variações dos resultados nos testes de toxicidade são oriundas dessas diferenças na dispersão do 
corante, além das diferenças intrínsecas a sensibilidade do organismo. Desta forma podemos 
apenas reportar a faixa de CE50 para esse corante como sendo de 0,3 a 2,1 mg.L
-1
.  
Após a realização do tratamento fotoeletroquímico por duas horas houve redução na 
coloração confirmada pela redução da absorbância (Figura 6). Devido ao baixo pH usado no 
tratamento a amostra ao final deste ainda apresentava um pH=4, determinado pelo método papel 
indicador (Merck®). Optou-se por não proceder a correção do pH para realização dos testes para 
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não interferir nas condições físico químicas da amostra tratada, pois houve preliminarmente uma 
tentativa de correção do pH que modificou a coloração e aspecto da amostra. Desta forma testou-
se concentrações máximas onde o pH se encontrava dentro da faixa aceitável para o teste, a qual 
foi de 2 mg.L
-1
. Os parâmetros pH, salinidade, oxigênio dissolvido (O.D.) e condutividade foram 
registrados ao final do teste, esses resultados podem ser encontrados no APÊNDICE B. 
 
Figura 6. Monitoramento da absorbância do corante Disperse Red 1 (20 mg.L
-1
) durante o 
tratamento fotoeletroquímico.  
 
Para verificar se houve redução da toxicidade do corante após o tratamento realizou-se o 
teste de imobilidade com Nitokra sp. novamente. A CE50 no teste não pode ser determinada, mas 
pode-se observar que é maior que a máxima concentração possível de ser testada (2 mg.L
-1
), 
devido a interferência do pH já reportada acima. Os dados dos quatro testes de toxicidade com o 
Disperse Red 1 em comparação com a amostra tratada fotoeletroquimicamente foram 
apresentados na Figura 7. Para fins comparativos o resultado da amostra tratada foi expressa em 
mg.L
-1




Figura 7. Curva dose-resposta do Nitokra sp. exposto ao corante Disperse Red 1 e a amostra do 
tratamento fotoeletroquímico. Neste caso as concentrações foram expressas em mg equivalente 
de corante tratado por litro.  
 
 Pode-se observar que houve redução da cor da solução de corante após o tratamento e os 
dados sugerem uma redução na toxicidade, indicando que o tratamento fotoeletroquímico é 
promissor. Os produtos gerados durante o processo de tratamento estão ainda em fase de 
identificação por espectrometria de massas. Para viabilizar uma melhor avaliação da toxicidade 
da amostra tratada, tratamentos com uma concentração de corante inicial mais elevada seriam 
recomendados ou modificações nas condições do tratamento de forma a gerar amostras com pH 
compatível com os testes.  
 
 5.2.2 Disperse Red 13  
  
As soluções para o teste com o Disperse Red 13 p.a. foram preparadas da mesma maneira 
realizada com o Disperse Red 1 (ver item 5.2.1), a solução estoque em água ultrapura e as demais 
concentrações em água salina. Para a determinação da CE50 do corante Disperse Red 13 foram 
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realizados dois testes de toxicidade. Ao final dos testes com esse corante, visualmente observou-
se menor precipitação do corante e menor variação em comparação com o Disperse Red 1 ao 
final do teste. As CE50(96h) obtidas nos testes foram de 1,54 (1,23-1,92) e 1,44 (1,25-1,66) 
mg.L
-1
. Como pode ser observado a CE50 obtida nos testes foram bastante similares. Desta 
forma, optou-se por utilizar a média dos valores para indicar a CE50 do Disperse Red 13 p.a., ou 
seja, 1,5 mg.L
-1 
(n=2). Os dados brutos podem ser encontrados no Apêndice C.  
Ferraz  et al. (2010) testaram os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 e verificaram 
que  por possuir um átomo de cloro na sua estrutura, o Red 13 foi menos mutagênico no teste de 
Ames, porém mais tóxico no teste de toxicidade com D. similis do que o Disperse Red 1. Essa 
comparação não será realizada nesse trabalho em decorrência dos diferentes produtos utilizados 
(produto comercial e produto Sigma). 
Após 2h de tratamento fotoeletroquímico do corante Disperse Red 13, também foi possível 
observar a redução da absorbância da amostra (Figura 8).  Devido ao baixo pH usado no 
tratamento a amostra ao final ainda apresentou um pH=5 determinado pelo método do papel 
indicador (Merck®), incompatível com a realização dos testes de toxicidade. Neste trabalho, 
optou-se por não realizar a correção do pH para realização dos testes para não interferir nas 
características físico químicas da amostra (ver item 5.2.1). Os parâmetros pH, salinidade, 
oxigênio dissolvido (O.D.) e condutividade foram registrados ao final do teste  e podem ser 
encontrados no APÊNDICE C.  
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Figura 8. Monitoramento da absorbância durante o tratamento fotoeletroquímico do Disperse Red 
13 durante os tempos 0, 60 e 120 min de tratamento.  
 
A amostra gerada no tratamento do corante Disperse Red 13 não apresentou efeito até a 
maior concentração testada de 2 mg.L
-1
, em decorrência do baixo pH ao final do tratamento, 
como já discutido para o Disperse Red 1 (ver item 5.2.1). Os resultados do teste com o Disperse 
Red 13 tratado e não tratado estão ilustrados na Figura 9.  
25 
 
Figura 9. Curva dose-resposta do Nitokra sp. exposto ao corante Disperse Red 13 p.a. e a amostra 
do tratamento fotoeletroquímico. Neste caso as concentrações foram expressas em mg 
equivalente de corante tratado por litro. 
 
 Pode-se observar que também houve redução na cor da solução de corante Disperse Red 
13 após o tratamento e o resultado do teste sugere a redução da toxicidade. Os produtos gerados 
durante o processo fotoeletroquímico estão ainda em fase de identificação. Para uma melhor 
avaliação da toxicidade da amostra tratada seria recomendado algumas modificações no 
tratamento aplicado, como uma concentração inicial de corante mais elevada, ou uma faixa de pH 








5.3 Teste de toxicidade – sucesso de eclosão de ovos  
 
5.3.1 Substância de referência 
 
 As concentrações para realização deste teste foram escolhidas com base nos testes de 
imobilidade. O teste foi realizado com sulfato de zinco como substância de referência e estão 
apresentados na tabela 5. Os dados brutos podem ser encontrados no APÊNDICE A.  
 
Tabela 5. Resultados dos testes de eclosão realizados com Nitokra sp. após exposição a zinco 
expresso em CEO (concentração de efeito observado) para o endpoint eclosão de ovos em 
comparação com a CE50 das fêmeas imóveis 





1 >0,11 0,11 
2 >0,23 >0,23 
3 0,96 (0,89-1,02) >2,3 
4 0,61 1,14 
5 0,39 0,45 
 
 Esperava-se de acordo com a literatura (Nipper et al., 2005) que o teste em que o efeito é 
o sucesso de eclosão dos ovos fosse mais sensível que o efeito de imobilidade em adultos. No 
entanto, os resultados mostram que isso só aconteceu no primeiro teste realizado em que a 
concentração de efeito observado foi menor que no teste de imobilidade. Os quatros testes 
seguintes mostraram valores de efeito na imobilidade (CE50) para as fêmeas inferiores aos 
valores de efeito no sucesso de eclosão dos ovos. Sugerindo que o endpoint de imobilidade com 
as fêmeas adultas é mais sensível que o efeito de sucesso de eclosão.  
 Se compararmos os valores da CE50 das fêmeas com os valores já apresentados na carta-
controle (ver Figura 5), esses valores estão dentro da faixa de sensibilidade para adultos. Ou seja, 
as fêmeas usadas no teste de sucesso de eclosão, ao final do processo reprodutivo, apresentam a 
mesma sensibilidade ao sulfato de zinco que organismos adultos aleatórios utilizados nos testes 
de sensibilidade.  
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 5.3.2 Corantes 
 
As soluções estoque para estes testes também foram realizadas em água ultrapura, e as 
diluições em água salina reconstituída (salinidade 20) (de acordo com o item 5.2.1). Os resultados 
para o teste de eclosão com fêmeas ovadas para o corante Disperse Red 1 foram apresentados na 
Tabela 6 e para o Disperse Red 13 na Tabela 7 e os dados brutos podem ser encontrados no 
APÊNDICE B e C.  
 
Tabela 6. Resultados dos testes de sucesso de eclosão realizados com Nitokra sp. exposto ao 
corante Disperse Red 1 com endpoint de sucesso de eclosão e CE50 das fêmeas imóveis 





1 0,29 (0,07-1,15) >0,5 
2 >1 >1 
3 >5 1 
 
Tabela 7. Resultados dos testes de sucesso de eclosão realizados com Nitokra sp. exposto ao 
corante Disperse Red 13 com endpoint de sucesso de eclosão e CE50 das fêmeas imóveis 





1 >1 >1 
2 1,73 (0,97-3,1) 2 
 
 O resultado para os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13 corroboram com a 
discussão já apresentada em que os resultados, em geral, são muito similares para os efeitos 
observados ou o teste de imobilidade demonstra-se mais sensível que o sucesso de eclosão dos 
ovos. Os resultados da CE50 para as fêmeas expostas aos corantes também está similar aos 
valores apresentada para os corantes com organismos adultos escolhidos aleatoriamente no 
cultivo (ver Tabela 4).  
Os produtos gerados após tratamento fotoeletroquímico dos corantes dispersos Red 1 e Red 
13 foram também utilizados no teste de sucesso de eclosão dos ovos até as concentrações em que 




 do corante inicial e estão expressos na Tabela 8. Os dados brutos podem ser encontrados 
no Apêndice B e C. 
 
Tabela 8. Resultados dos testes de sucesso de eclosão realizados com Nitokra sp. exposto aos 
produtos gerados do tratamento fotoeletroquímico realizado com os corantes Disperse Red 1 e 
Disperse Red 13 com endpoint de sucesso de eclosão e CE50 das fêmeas imóveis 





Disperse Red 1 >2 >2 
Disperse Red 13 >5 >5 
 
 Os resultados dos testes realizados com os corantes antes e após tratamento 
fotoeletroquímico foram compilados na Tabela 9. Observa-se que os resultados do teste de 
sucesso de eclosão são similares ou menos sensíveis que os resultados do teste de imobilidade 
com adultos, incluindo a imobilidade das fêmeas em período reprodutivo, pois se obteve 
resultados similares aos adultos escolhidos aleatoriamente. Sugere-se que o córion quitinoso que 
só é permeável para moléculas muito pequenas, que envolvem esses embriões (ZIRBEL et al., 















Tabela 9. Resumo dos resultados da exposição do Nitokra sp. aos corantes Disperse Red 1 e 
Disperse Red 13 antes e após tratamento fotoeletroquímico 



















Produto DR1 tratado 
Imobilidade >2 - 
Imobilidade fêmeas e sucesso de 
eclosão 
>2 >2 










Produto DR13 tratado 
Imobilidade >2 - 





Apesar do teste de sucesso de eclosão ter sido utilizado por Zaroni (2006) de maneira 
satisfatória com Nitokra sp. em amostras de fase líquida e sólida, mostrando sensibilidade neste 
endpoint e  Nipper et al. (2005) que também utilizaram com sucesso o teste de eclosão com o 
copépodo harpacticóide Schizopera knabeni e obteve uma sensibilidade maior que o teste de 
imobilidade em quase todas as amostras de fase liquida e sólida, onde apenas uma amostra foi 
mais sensível no teste de imobilidade; Buttino et al. (2011a) sugerem que mesmo não havendo 
efeitos ou alteração no sucesso de eclosão, os náuplios podem apresentar efeitos e deformações 
após a eclosão que comprometeriam a prosperidade da população em seu habitat. Ou seja, o 
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sucesso de eclosão dos ovos é um efeito bastante específico e pode não garantir a prosperidade da 
população mesmo quando esse endpoint não indica efeitos tóxicos.  
Gorbi et al. (2012), recentemente apresentaram uma proposta de padronização de testes 
com copépodos utilizando o copépodo calanóide Acartia tonsa. Sua metodologia consiste na 
aplicação de dois testes, um agudo (24 e 48h) e um semi crônico (7 dias), ambos com a exposição 
de embriões, sendo possível controlar a idade dos organismos, e visto que os estágios naupliares 
são mais sensíveis que as respostas obtidas para a imobilidade dos adultos e que a eclosão dos 
ovos. Alguns autores já propõem inclusive avaliar a viabilidade dos embriões através da indução 
de apoptose através de técnicas de microscopia (BUTTINO et al., 2011a; BUTTINO et al., 
2011b). Ou seja, novas metodologias para testes com copépodos estão sendo propostas e 
estudadas visando à padronização de uma metodologia para esses testes e avaliações.  
Nesse caso, seriam necessários mais estudos para uma futura padronização de um teste 
curto com copépodos, visto que já existe norma que compreende a avaliação do ciclo de vida 






















A CE50(96h) do corante comercial Disperse Red 1 para o teste de imobilidade com Nitokra 
sp. variou de 0,3 a 2,1 mg.L
-1
. Essa variação foi atribuída primariamente à dispersão do corante 
em solução. Para o corante Disperse Red 13 a CE50(96h) do teste de imobilidade foi de 1,5 
mg.L
-1
 (n=2).  
Nos testes em que o endpoint era sucesso de eclosão a CEO para o Disperse Red 1 e 
Disperse Red 13 foram de 1 mg.L
-1
 e 2 mg.L
-1
, respectivamente. Esses resultados demonstram 
que esse endpoint é menos sensível que o teste de imobilidade para esse organismo, para as 
substâncias utilizadas neste estudo. 
O tratamento fotoeletroquímico reduziu a coloração das amostras e parece ter reduzido a 
toxicidade dos corantes nas condições testadas e em ambos os testes (imobilidade e eclosão). O 
tratamento é uma alternativa promissora para o tratamento desses compostos. Mais estudos são 
necessários para verificar e aperfeiçoar as condições do tratamento para permitir a avaliação da 
toxicidade dos produtos gerados no tratamento, de forma que os parâmetros, como pH, não 
interfiram nessas avaliações. 
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APÊNDICE A – Resultados com Zinco 
 
Tabela 1. Testes de sensibilidade com ZnSO4 realizados com Nitokra sp. avaliando imobilidade 
Teste Mês/Ano CE50 em ZnSO4 (mg/L) CE50 em Zn (mg/L) 
1 Outubro 2010 3,29 0,75 
2 Outubro 2010 3,89 0,88 
3 Dezembro 2010 4,43 1 
4 Janeiro 2011 3,16 0,72 
5 Fevereiro 2011 2,65 0,6 
6 Março 2011 2,27 0,52 
7 Maio 2011 3,59 0,82 
8 Maio 2011 3,36 0,76 
9 Junho 2011 3,11 0,71 
10 Julho 2011 1,44 0,33 
11 Dezembro 2011 2,54 0,58 
12 Março 2012 2,24 0,51 
13 Abril 2012 2,04 0,46 
14 Maio 2012 1,76 0,40 
15 Junho 2012 4,7 1,07 
16 Agosto 2012 3,64 0,83 
17 Setembro 2012 2,19 0,49 
18 Outubro 2012 1,62 0,37 




Tabela 2. Teste 1 de sucesso de eclosão com sulfato de zinco (concentração em ZnSO4) 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 6 4 11 6 8 9 7 7 11 10 79 1 
0,01 8 9 0 5 0 5 7 9 3 4 50 4 
0,05 7 6 10 7 11 10 7 7 10 8 83 1 
0,1 8 5 10 7 7 3 6 4 7 5 62 1 
0,5* 3 5 5 7 0 6 7 10 0 6 49 3 




Tabela 3. Teste 2 de sucesso de eclosão com sulfato de zinco (concentração em ZnSO4) 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 2 10 8 10 7 9 9 13 9 7 84 0 
0,01 7 9 7 12 0 10 5 0 4 6 60 0 
0,05 8 9 9 7 8 12 9 1 12 8 83 0 
0,1 0 9 4 14 3 7 17 8 6 8 76 0 
0,5 12 7 0 6 7 13 16 11 7 11 90 0 
1 8 7 7 7 9 14 5 7 13 0 77 0 
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Tabela 4. Teste 3 de sucesso de eclosão com sulfato de zinco (concentração em ZnSO4) 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 1 9 12 15 10 0 11 0 13 10 81 0 
0,5 8 0 12 12 16 5 0 8 8 10 79 0 
1 16 9 7 13 10 11 10 8 6 15 105 0 
2,5 10 9 12 7 8 3 8 7 10 9 83 0 
3,5 3 8 8 3 0 4 5 4 10 4 49 1 
5,5 7 6 6 0 0 7 4 5 0 6 41 10 




Tabela 5. Teste 4 de sucesso de eclosão com sulfato de zinco (concentração em ZnSO4) 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 10 10 9 8 11 9 5 8 5 5 80 0 
0,1 7 10 9 10 5 9 13 10 12 5 90 0 
0,5 10 6 9 8 7 10 11 9 8 6 84 0 
1 6 8 8 8 8 11 6 8 9 7 79 0 
5* 7 5 8 6 6 7 2 4 6 4 55 8 










Tabela 6. Teste 5 de sucesso de eclosão com sulfato de zinco (concentração em ZnSO4) 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 8 9 6 7 7 3 6 4 5 9 64 0 
0,5 5 7 5 0 5 6 2 7 0 8 45 0 
1 7 2 0 8 5 2 6 6 6 3 45 1 
2* 8 3 5 1 5 2 4 1 2 4 35 5 
3* 3 2 4 3 0 3 1 8 5 4 33 10 
5* 4 5 3 0 0 3 3 0 1 0 19 10 





















APÊNDICE B – Resultados com Disperse Red 1 
 
Tabela 7. Teste 1 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp. 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 N
o
 imóveis % imóveis 
0 1 0 0 1 3,3 
0,1 5 4 5 14 46 
0,5 2 4 7 13 43 
1 6 5 4 15 50 
5 9 5 8 22 73 
10 8 9 9 26 86 
15 10 9 9 28 93 
20 9 9 9 27 90 
 
CE50=0,92 mg/L (0,24-3,54) 
  
 
TabeTabela 8. Teste 2 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp. 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N
o 
imóveis % imóveis 
0 1 1 0 0 2 0 
0,05 1 0 0 0 1 2,5 
0,1 3 4 2 1 10 25 
0,5 10 9 7 8 34 85 
1 6 3 9 8 26 65 
2,5 8 8 6 7 29 72,5 
5 10 9 9 10 38 95 
10 8 9 7 8 32 80 
 
CE50=0,3 mg/L (0,2-0,4) 
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Tabela 9. Teste 3 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp. 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N
o 
imóveis % imóveis 
0 0 0 0 0 0 0 
0,1 0 0 0 0 0 0 
0,5 0 2 3 2 7 17,5 
1 1 1 3 2 7 17,5 
2,5 4 9 3 7 23 57,5 
5 8 9 8 9 34 85 
 
CE50=2,07 mg/L (1,61-2,67) 
    
 
 
Tabela 10. Teste 4 de imobilidade com Disperse Red 1 e Nitokra sp. 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N
o 
imóveis % imóveis 
0 0 0 0 0 0 0 
0,1 3 0 0 3 6 15 
0,5 6 2 5 6 19 47,5 
1 5 5 3 6 19 47,5 
2,5 7 6 4 3 20 50 
5 5 6 9 8 28 70 
 
CE50=1,18mg/L (0,64-2,18) 









Tabela 11. Teste de imobilidade com Disperse Red 1 tratado fotoeletroquimicamente  
Conc.(mg/L) 1 2 3 N
o 
imóveis % imóveis 
0 0 0 0 0 0 
0,1 0 0 0 0 0 
0,5 0 0 0 0 0 
1 2 1 2 5 16,6 
2 1 3 3 7 23,3 
4 10 10 10 30 100 
Dados considerados inválidos devido à interferência nos parâmetros físico-químicos 
 
Tabela 12. Parâmetros finais do teste de imobilidade com Red 1 tratatado fotoeletroquimicamente 
Parâmetros finais  
Conc. (mg/L) Mort. (%) pH O.D. (mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade 
0 0 7,6 6 27,3 22 
0,1 0 7,6 6,7 26,6 22 
0,5 0 7,6 6,6 26 22 
1 16 7,8 6,6 25,8 21 
2 23 7,1 6,1 24,6 21 
4 100 4,2 6,4 23 19,5 
Dados considerados inválidos devido à interferência nos parâmetros físico-químicos 
 
Tabela 13. Teste 1 de sucesso de eclosão com Disperse Red 1 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 6 4 11 6 8 9 7 7 11 10 79 1 
0,01 8 2 8 7 6 4 4 7 7 9 62 1 
0,05 5 8 8 11 5 0 8 0 4 9 58 3 
0,1 6 6 5 10 10 6 2 6 3 7 61 3 




Tabela 14. Teste 2 de sucesso de eclosão com Disperse Red 1 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 6 9 9 6 6 11 0 9 10 12 78 0 
0,01 10 8 6 10 5 8 10 3 5 0 65 0 
0,05 4 9 6 7 5 12 6 8 9 8 74 0 
0,1 5 9 0 10 12 12 6 5 10 6 75 0 
0,5 9 10 6 16 9 8 9 15 7 7 96 0 




Tabela 15. Teste 3 de sucesso de eclosão com Disperse Red 1 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 8 9 6 7 7 3 6 4 5 9 64 0 
0,1 9 0 4 6 8 2 6 7 4 8 54 0 
1 * 3 4 5 4 3 5 0 4 4 2 34 0 
2 * 5 4 6 1 5 1 6 1 5 3 37 2 
3 * 2 3 3 5 1 3 3 2 3 2 27 2 
5 * 2 3 4 3 3 2 2 0 2 2 23 1 











Tabela 16. Teste de sucesso de eclosão com Disperse Red 1 tratado fotoeletroquimicamente 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 7 7 10 8 8 7 10 6 8 7 78 0 
0,5 5 9 2 9 9 9 8 9 9 7 76 0 
1 11 9 9 6 0 6 7 12 6 7 73 1 
2 9 6 3 6 3 6 7 2 8 6 56 0 
5 5 8 5 6 3 0 5 5 6 5 48 10 
10 12 8 10 7 7 9 7 9 9 9 87 10 




Tabela 17. Parâmetros finais do teste de imobilidade com Disperse Red 1 tratatado 
fotoeletroquimicamente 
Parâmetros finais 
Conc. (mg/L) Mort. (%) pH O.D. (mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade 
0 0 7,6 7,5 28,36 21,5 
0,5 0 7,5 7,8 26,59 21 
1 0 7,39 6,4 26,74 21 
2 0 7,04 6,7 25,2 20 
5 100 3,05 6,7 22,66 18,5 
10 100 2,3 6,7 19,39 15,5 









APÊNDICE C – Resultados com Disperse Red 13 
 
Tabela 18. Teste 1 de imobilidade com Disperse Red 13 realizado com Nitokra sp. 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 N
o
 imóveis % imóveis 
0 0 0 0 0 0 0 
0,01 0 0 0 0 0 0 
0,05 0 0 0 0 0 0 
0,1 1 0 0 1 2 5 
0,5 2 3 0 1 6 15 
1 0 1 2 5 8 20 
2,5 4 6 6 6 22 55 
5 10 10 10 10 40 100 
 
CE50=1,54 mg/L (1,23-1,92) 
    
 
 
Tabela 19. Teste 2 de imobilidade com Disperse Red 13 realizado com Nitokra sp. 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 4  N
o
 imóveis % imóveis 
0 0 0 1 0 1 2,5 
0,1 1 1 5 1 8 20 
0,5 4 1 2 2 8 20 
1 4 2 0 2 8 20 
2,5 10 9 10 9 38 95 
5 10 10 10 10 40 100 
 







Tabela 20. Teste de imobilidade com o Disperse Red 13 tratado fotoeletroquimicamente 
 
Réplicas 
  Conc.(mg/L) 1 2 3 N
o
 imóveis % imóveis 
0 0 0 0 0 0 
0,1 0 0 0 0 0 
0,5 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 
2 0 0 0 0 0 
 
Tabela 21. Parâmetros finais do teste de imobilidade com Disperse Red 13 tratatado 
fotoeletroquimicamente 
 Parâmetros finais   
Conc.(mg/L) Mort. (%) pH O.D. (mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade 
0 0 8,02 3,15 33,83 20,5 
0,1 0 8,05 3,45 33,16 21 
0,5 0 8,04 3,71 32,15 20,5 
1 0 8,04 3,81 31,49 20,5 
2 0 7,98 3,92 29,75 21 
 
Tabela 22. Teste 1 de sucesso de eclosão com Disperse Red 13 
  Réplicas     
Conc.(mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 12 10 11 5 11 11 13 13 9 5 100 0 
0,01 0 7 10 8 8 16 6 14 5 12 86 0 
0,05 7 13 15 8 12 11 12 10 8 5 101 1 
0,1 7 9 8 10 11 14 10 3 13 7 92 0 
0,5 8 7 10 6 15 4 8 6 8 8 80 0 
1 13 11 10 8 9 10 5 8 9 7 90 0 
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Tabela 23. Teste 2 de sucesso de eclosão com Disperse Red 13 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 13 8 7 9 9 10 6 6 12 6 86 1 
0,1 9 5 7 10 12 8 9 6 6 4 76 1 
1 9 8 7 8 10 9 11 7 8 9 86 2 
2* 5 5 6 3 6 7 8 7 4 4 55 3 
3* 4 6 0 5 4 0 6 3 8 2 38 10 
5* 2 0 1 4 1 0 4 5 5 3 25 10 
*Difere estatisticamente do controle 
 
Tabela 24. Teste de sucesso de eclosão com Disperse Red 13 tratado fotoeletroquimicamente 
  Réplicas     
Conc. (mg/L) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 total náuplios fêmeas imóveis 
0 9 11 7 7 6 13 5 5 12 6 81 1 
0,5 6 11 11 6 10 5 10 7 9 6 81 0 
1 9 8 8 9 10 7 7 9 7 12 86 1 
2 7 12 8 14 5 6 7 8 9 5 81 0 
5 10 14 9 15 9 8 6 11 11 4 97 0 
 
Tabela 25. Parâmetros finais do teste com Disperse Red 13 tratado fotoeletroquimicamente 
Parâmetros finais 
Conc. (mg/L) Mort. (%) pH O.D. (mg/L) Cond.(mS/cm) Salinidade 
0 10 8 3,34 33,05 21,5 
0,5 0 7,98 4,19 33,06 21 
1 10 7,97 3,8 32,52 21 
2 1 7,9 4,12 30,25 20 
5 0 7,83 4,13 26,1 17 
 
